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 1目的
 騰細胞を培養する際構成成分の絢な備が培地に加へられる力概知のイヒ学繊の釈5
 の培地で種々の生体細胞を培養し,その細胞の生物学的性状及び栄養要求等をより単純な環境に1
 て研究しようとした試みは古ぐより行左われ,そのうちのごく一部が成功したにすぎない。そこ
 で上瀾的の研究を可能射るため・まず血儲地で蜘胞を樹立し陳㍑の綿胞を馳碗
 培地で培養させ,無血清培養時の生物学的性状及び培地の至適条件を求めた。最後に無血清培地1
 にて初代培養より培養しようと試みた。この一連の実験中,～二の論文では第1段階の血清培地に
 沿いての株細胞の樹立及び生物学的性状について記載し,それ以降の部分は参考論文1に記載した熔
 2実験材料と方法
 細胞源として,1959年腹水型に転換されて以来,C5Hマウスに経腹継代のC5Hマウス1.
ゴ
 腹水乳癌,FM3Aを使用した。培地はEaglざ8MinimumMediumの成分中,アミノ酸1、
 1
一
 とビタミン類を2倍量とし,セリン,ピルビン酸とBactopeptonを各々ゴ立当り15,1
 1冊,朽Oロ噂を添加し,高圧湿熱又は濾過滅菌し,更に20%の不活化滅菌牛血清を加えたoi
 次いで滅菌毛細硝子管で採取した腹水細胞を60万個/舵Zに培地で稀釈し,この培地5麗を1
 中型角型培養瓶に入れ,57℃の恒温器で静置培養したものを初代培養とした。株細胞樹立迄約1
 3晦囎地を半鮫換し調立後鵬地轍1ませず・数日敏増胤儲細胞を含砂量叫
 培地を雛培地に移して継代培養し剣夢種移植実験は稀釈した所要細胞数を2。～5e総
 。3Hマウス腹腔内接種し,60日間以上Take“の徴候を観察した。この様にして生じた腹'i.
 水を滅菌毛細石肖子管で次のマウスに継代移植し他の実験`再培養等)に供した。次に染色体検索、
 はMoorhead変法で作製し,ギムザ染色して検鏡した。又,グルコース消費量はGluco8eI'
 Oxida8e法で測定し,Gユoningには5%精製寒天添加培地及びシャーレを使用し静置培i一
 養した。
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 5結 果
 初代培養から株樹立迄の過程をみると,培養開始後,生細胞数は次第に減少し,50～40日
 目頃には細胞がほとんどなぐ,45日日頃に増殖細胞が観察され,急速に増殖し,以降継代培養
 が可能で,接種数1-5万個が5日間で50～8巳倍に増殖し,世代時間が10-50時間で継
 代培養しても増殖率に変化が認められなかった。Materエaエを最初より2分し,同一条件で
 樹立したものをFM3A・A株及びB株細胞と称した。この2種の株細胞は形態学上同一で,ほ
 とんど遊離細胞で島形成は多少存在する。培養細胞は1.個の大きな円～楕円形の核を持も,細胞
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 質は塩基性で,ギムザ染色では特異顆粒は認めない。次いで株細胞樹立条件の1つとされている
 少数細胞培養は接種数1個/麗でも十分増殖し,12日間で42万個に虚夢,接種数寸個～5
 万個/孤老の9系統の世代時湖は15～22時間であった。接種数10～20個の少数継代培養
 では世代時間は12～17時間で,少数継代培養は可能であった。一方,株細胞の染色体数は腹水
 型に転換当初,すべて70本以上であるが,細胞源に使用した時は44本に駈od.eがあった。A
 株細胞の染色体のModeも44本で,培養につれて次第にその割合が多くなったが,一方B株細
 胞は初め44本にMo己eがあり・後で42本に変化した。このようなMo吐eにある細胞の核型を
 Levan等に従って分類すると,A株細胞では41本のTelocen七ric8,1個の最長のSu一
 舳e七aCentric(S1)と2個のMe℃aCentric8(.M1・M2)功的・S、とM、又は1五2
 中4伺は2次狭窄で,S,,M1とM終標識染色体であった。一方B株細胞ではMoαeが44本で
 あるとA株と同一だが,Moaeが41本に変化するとTelocentric8が41本から59本に
 減少した他は全く同一であった。次に培養細胞群の構成とその増殖能を調べ,同一細胞由来の細
 胞群を縛るため,B株細胞をGloMngしたg接種数100個と200個のPエaU皿geffi-
 ciencyは66%と56.5で,多数のコ・二一からの30系のGlone中,5系を調べると
 旺盛な増殖能に差がないが,染色体のModeは43,44と45本と異なっていた。このClo-
 neを使い少数細胞培養の血清最小必要量を調べ,その培地に種々の添加物質を加え,増殖率で
 効果を判定した所,接種数104個(5麗)では2%血清が必要で,単細胞培養では10%必
 要であった。接種数5万個(5麗),2%血清培地で6日間培養の条件で栄養要求を調べると,
 0皿i七tionTe8tで;有効のL一士リン,ピルビン酸とBactopept;onはAd.d.itiOn
 七e8tでも有効で,その至適濃度は各々15,窪10,1509囎/しで,2種以上の組合せがよ
 り有効であった。又,接種数104個/〃君の条件でグルコース消費を測定すると,lag及び
 10gPha8eの初期は著しぐグルコースを消費し,以降急速に減少して,8日間培養にて8・472
 μ・moleノ第ヱが6.269μ・皿oleと減少し,約1/4のグルコースが消費された。最後に,同
 種移植試験で接種数10～106個とすると,102個以上では全例4,5日まで腫瘍死を遂げ,
ク
 40個の群では20%にはTake“の徴候がみられなかった。この株細胞が作る皮下腫瘍は
 拠▽a8ivθuロdifferientia七edade且ocarcino皿の像を示した。この様にして
 発生した腹水をinvi▽oで継代し続け,又,in▽itroで再培養してみると84日間で
 もよくinvi七rOで増殖するが・inviv'O状態が長びく程・増殖能が低下する傾向がみ
 られた。以上の実験から,G5Hマウス腹水乳癌,FMろAより2種の株細胞を樹立し,その株細
 胞樹立過程,in▽i▽oとinvi七roの形態学的性状,増殖率,染色体と特徴的友核型の変
 遷,同種移植,栄養要求,in▽ivo及びin▽i七rO時の性質の保持等について検討し,次
 の無血清培養のための基礎とした。
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 審査結果の要旨
 通常・細胞を培養する際、構成々分の未知な血清が培地に加へられるが,既知の化学組成のみ
 の培地で種々の生体細胞を培養し,生物学的性状及び栄養要求等をより単純な環境にて検討する
 ため,著者はまず血清培地で・嚇田胞を樹宜し,更に様細胞を無血清培地で培養させて,無血清培
 養時の生物学的性状,培地の至適条件を求め,最後に無血清培地にて初代培養より培養した。本
 論文では第1段階の血清培地に於ける培養成績について述べてし(る。
 本実膨藤吉果を・要約すると次の通りである。
 ω%Hマウス腹水乳駈F}陥Aから2.種蝋糊鵬髄され,共に同様犒い獅嘩を
 示し,形態学上も同一像て且つ又,inv土▽Oの形態とほほ同一である。
 (2)2}極の性細胞とも,5個の特徴的なMarkerchromo80meを持ち,in▽ivoに!
 慰すると同様に高い同棲移植有旨を示し,皮下接踵にて生じた腫瘤は未分化な腺癌の組織像を示し
 (3)粥頭胸のclo!/ingには,ロ.5%精製脱脂寒天を使用し,PユaUngefflcieτ1cy
 は百個接種にて66%で・高い増殖率を示す30個の。ユonGを得たが,3cエoneのみ,精し
 ぐi・奥射した。
 (4/株細胞の栄養要求を調べると,BactopeptG員,4一臼erine,PyrUVa七eが有効で,
 2種以上の組合ぜは単独投一与より有効である。又,グルコース消費は!ag及びearlyユOg
 P』a8eに於しrてaろ一2・7昭per虹ni。nCeユ16perd姻と高ぐ,以降脅遡(低
 ぐなり,〔],02～〔〕,05刀馨とオ=つた。
 (5)培養細胞は・invivoに戻してもかなり長期間にても,IagPeriodたぐin
 ▽i七roで再培養可能だが・次第に増殖率が低下する傾向がみられた。
 以上の実験から・マウス腹水乳癌から株細胞樹豆し,その株細胞の樹巫過程・形態学的性状,
 増殖率,染色体と核型分析同種移植,栄養要求等について検討した。上記(り研究は培養細胞の
 栄養要求に就いて,1!月確な新知見を獲得したものであり,更1て腰痛組ll掴を生体よ1り無i血清培地に
 分離培養したことは斯界に・飾舅的なものであ凱学位を授与するに十分縫いするものと考える。
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